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1. 1. -Definicion de simbiosis liguenica. 
Los 11quenes constituyen un grupo de vegetales 
comunes a los naturalistas y practicamente un grupo 
vegetal ignorado por la mayo~ parte de la gente. 
Muchos autores de la antiguedad ya describie-
ron los liquenes sin saber realmente que eran seres 
simbioticos. 
Se eabe mientras tanto, que Theophraste en el 
siglo IV a.c., confund!a los l!quenes con las Hepati-
cas. Fue en 1694 cuando Tournefort ( 1) distingui6 par 
primera vez los grupos de Hepaticae,Musgos~y L1quenes. 
A au vez, Linne aplic6, en 1753, el sistema nomencla-
tura binaria y dividio los l!quenes en sietes clases, 
considerando, ya en esta epoca, las algas como respell 
sables de la dualidad liquenica. Acharicus separ6 en 
siglo XIX, definitivamente, los l:!quenes de otra.s cri.E 
togamas y fue entonces cuando nacio el vocabulario"l! 
quenolog!a" como una ciencia que perdura desde aque-
lla epoca hasta nueetros d!as. En 1825 Wallroth, est~ 
diando con mas detalles los llquenes, denomin6 por pr1 
mera vez "gonidias" a las celulas de algas y hongos y 
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las defini6 como celulas analogas de las algas que sir 
ven para la reproducci6n de los liquenes. 
En 1866, De Bary emiti6 la hip6tesis de la dua-
lidad de los constituyentes de los l!quenes en cons£ 
nancia con la presencia de algas y hongos en el inte-
rio del talo. 
Al affo siguiente Schwendener, tuvo el merito de 
desarrollar la teor!a de la dualidad liquenica, que 
por su valor mereci6 el nombre de "shwendenerismo". 
Mientras tanto, la oposici6n de otros investigadores 
fue inmediata y a veces violenta. El "schwendenerismo" 
recibio valiosos argumentos favorables por parte de 
sus defensores. Dangeard estudiando la citologia de 
las hifas, concluye identificando las primeras como a1 
gas y los segundos como hongos. Bor.net, en un trabajo 
clasico, investiga el modo de union entre los dos sim-
biontes y confirma la penetraci6n de verdaderos haust£ 
rios en las celulas verdes ( 2). Bonnier:- resintetiza 
l!quenes colocando esporas de hongos y algas correspo~ 
dientes para intentar la res1ntesis liquenica. 
Los trabajos de investigaci6n realizados en to! 
no a los lfquenes fueron numerosos y muy variados a par. 
tir de 1900. Inicialmente los trabajos fueron numero-
sos en relaci6n con la anatomia y sistematica. Hue y 
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Harmand, entre otros, trabajaron en la liqueno-flora 
francesa. Zahlbruckner (3) profundizo en los trabajos 
de sistematica, conservando su valor incluso en la ac-
tualidad. Existen pecos estudios en torno de la fisio-
log!a de los 11quenes; no obstante podemos destacar los 
trabajos de H.Jumelle ( 4 ). Es posible que el primer 
trabajo en fisiolog!a de liquenes fuera el de De 
Candolle 1798, concerniente a la absorci6n de la agua 
por Cladonia pyxidata ( 5 ), antes mismo de definirse 
liquenes como entidad unitaria. 
Los diversos aspectos de la biolog!a y de la 
bioqu!mica de los llquenes fueron mucho mas frecuentes. 
Solamente en la actualidad encontramos que los 
estudios de la biogeografia, ecologia y fitosociolog1a 
, 
son mas numerosos y definitorios en el campo de la li-
quenolog:!a. 
Existen muy pecos documentos sobre como eran los 
l!quenes en el transcurso de la historia, pues sus "te 
jidostt se prestan muy mal a la fosilizaci6n ( 6 ) • Su 
existencia es dudosa en la era primaria y en la secun-
daria. No obstante, restos bastantes netos han sido eg 
contrados en los depositos terciarios de lignite de 
Rehania y muy netos en el ambar del Baltica (7 ). Ade-
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mas Sernander ( 8 ) ha identificado el estado "subfosil" 
de Cladonia del grupo rangiferina y Cetraria islandica 
en las turbas cuaternarias del Norte de Europa. Todos 
estos restos pertenenc1an pues a tipos variados de ~s­
coliquenes, y se puede, adem9s, afirmar que este grupo 
presentaba desde el terciario una diversificaci6n tal 
que parec1a probable que todos los hongos ascomycetes 
fuesen susceptibles de ser liquenizados entrada ya en 
simbiosis en esta epoca. Este grupo de l!quenes, talC£ 
mo lo conocemos actualmente, no· aportar!a novedades de 
una manera general por parte de los hongos, pero s! de 
la evoluci6n de los troncos terciarios. 
Estos troncos no son pues, una via definitoria 
al mundo vegetal, ya que la antiguedad de su diversifi 
caci6n al:.mundo vegetal, es equivalente ala de la fl.£ 
ra actual. 
Sin embargo, en lo que concierne a los basidio-
liquenes, faltan por complete documentos comprobatorios 
y no se puede determinar su antiguedad. 
1. 2. - Regulacion metabolica del Talo Liguenico. 
Todas las investigaciones en fisiolog{a encuen-
tran en los liquenes mayores dificultades que en cual 
quier otro grupo de plantas. La meta de cada observa-
ci6n de l!quenes, clare esta que no consiste solamente 
en averiguar el comportamiento de un organismo en par-
ticular, sino en interpretar ·las manisfestaciones de 
vida de dos simbiontes (alga y hongo), que se influyen 
de manera rec!proca cont!nuamente. El ficobionte y el 
micobionte (6) coinciden plenamente con algas y hon-
gos que vivon libremente en los rasgos esenciales de 
su comportamiento; sin embargo, determinadas adapta-
ciones fisiologicas a la situacion de la simbiosis son 
practicamente imposibles de detectar. Las investigaci.2 
nes sobre el transporte de sustancias entre los colabo 
radores es un ejemplo del gran numero de problemas que 
resultan del dualismo de los tales liquenicos. 
Todas las investigaciones de este tipo van uni-
das a grandes dificuldades tecnicas. Sin embargo, es 
perfectamente posible cultivar y examinar los dos sim-
biontes por separado; pero, como podremos observa~sus 
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formas de comportamiento fisiol6gico difieren claramen 
te del comportamiento dentro del liquen. En la mayor!a 
de los casos, solamente se pueden obtener resultados 
validos cuando los experimentos son efectuados sobre 
el talo del liquen intacto, Se ha conseguido en los u1 
timos affos desarrollar en creciente medida los necesa-
rios metodos de investigaci6n para estas observaciones. 
El hecho de ser practicamente imposible mante-
ner vivos a l!quenes durante largo tiempo en un labor~ 
torio dificultan notablemente los experimentos prolon-
gados (g). El equilibria fisiologico es tan inestable 
que el talo se desintegra rapidamente la mayoria de 
las veces. La mayor parte de las investigaciones sobre 
el metabolismo de los l{quenes es, por tanto, llevada 
a cabo con ejemplares recien colectados, de cuyo talo 
se perforan discos de igual tamano con un taladr~ (10). 
Los res~ltados de estes intentos, junto con las obser-
vaciones en simbiontes aislados, han· dado ultimamente 
una creciente imagen unitaria de la fisiolog!a de los 
11quenes. A pesar de todas las dificultades metodo16gi 
cas, podemos decir que estes organismos simbioticoshan 
sido mejor investigados que las demas simbiosis veget~ 
les. 
-7-
1. 2. 1. -Regulae ion metabolica del ficobionte. 
A pesar de todos los intentos realizados con li 
quenes, continua no estando muy clare si los ficobion-
tes de 11quenes se diferencian en principia de las al 
gas que viven libremente. Las algas que viven en sim-
biosis difieren en forma y comportamiento de los ejem-
plares que viven libremente. 
Las algas de la especie Trebauxia, que constit~ 
yen uno de los mas frecuentes ficobiontes de los llqU! 
nes paseedares de algas verdes, tienen, par ejemplo, 
contornos mas afilados, agudos y celulas mas grandee 
fuera del talo del l!quen. Las algas azules tambiencam 
bian de forma en el l!quen. 
Las algas filamentosas se transforman frecuente 
mente de tal manera en el 11quen que resulta casi imp£ 
sible reconocerlas. Las algas verdes se reproducen en 
el talo del l!quen par medic de una sencilla separam6n 
de celulas y con la ayuda de aplanosporas. En algas 
aisladas y en mediosl!quidos de cultivo se pueden ob-
server gametes y zoaspor.as ·_ m6viles. 
Todas las diferencias hasta ahora mencionadas no 
separan en principia las algas de los l!quenes de sus pa-
rientes que viven libremente, ya que desaparecen nuev~ 
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mente todas las peculiaridades en el cultivo de los fi-
cobiontes aislados. 
Por lo tanto, las divergencias no son fijadas ~ 
neticamente, sino que son ocasionadas por las influe~ 
cias de los modos simbioticos de vida. Por el contrario, 
otras caracter1sticas de las algas no desaparecen en 
cultivos artificiales. En general, las algas aisladas 
conservan la vida lenta, lo cual es caracteristico de 
los fi.cobiontes en el liquen. El lento desarrollo de las 
algas en el liquen es ciertamente una acomodaci6n a la 
simbiosis. Dado que la fotosintesis de los liquenes no 
es de ningUn modo manor, inferior, al de las algas que 
viven libremente, los ficobiontes pueden ceder duran-
te su vida grandes cantidades de hidratos de carbone a 
los micobiontes (11). 
Los 11quenes estan capacitados para una vida au-
totr6fica. No son necesaries vitaminns para su desarro-
llo en medio de cul tivos ( 12) y ( 13). Los intentos de in 
fluir en la vida de algas cultivadas a traves de extra-
toe de micobiontes, han tenido exito en algunos casos. 
El desarrollo de Trebouxia es claramente favorecido por 
hidratos de carbono y por compuestos organicos de nitr£ 
' geno (14). Este alga puede vivir en una soluci6n alimea 
- 9-
ticia portadora de glucosa e incluso en obscuridad. El 
desarrollo de las algas en cultivo bajo regimen quimi2 
ergonico es mucho mas rapido, aunque puedan encontrar-
se oscilaciones o fluctuaciones relativamente grandes. 
Es interesante observar las condiciones de vida opti-
mas difieren frecuentemente de los correspondientes V! 
lores de los ficobiontes. Un valor pH de 4,0 - 7,4 es 
6ptimo para Trebouxia (15), (16) y uno de 6,0- 9,9 lo 
as para Nostoc (1?). 
Los ficobiontes aislados son, la mayor!a de las 
veces, relativamente sensibles a las altas intensid~ 
des de luz y de esta forma se igualan a la mayor par-
te de las algas que viven libremente (14),(15) y (18). 
Las algas de vida libre poseen casi siempre mecanismos 
proprios de protecci6n contra intensas radiaciones de 
luz. Dado que las hifas de la corteza protegen a ~ fi 
cobiontes, las proprias posibilidades de defensa dejan 
de desarrollarse completamente. Trebouxia, del liquen 
Xanthoria parietina, posee, en comparacion con las al-
gas que viven libremente, menos ~-carotenes en rela-
ci6n a la cantidad de clorofila (19). Se considera co-
mo valido el papel que los carotenoides juegan en la 
,proteccion de las algas contra excesivas cantidades de 
luz (20) .y (21). 
. I 
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La sensibilidad a la temperatura y sequedad tam-
bien es muy variada. 
Un ficobionte de Cladonia convoluta recien aisla 
do puede soportar, por ejemplo, una temperatura de has-
ta 902 C mientras que despues de 9 semanas de per:!odo 
de cultivo est~ tan deteriorado que podria decirse que 
una temperatura de 702C es letal. El alga Coccomyxa de 
Solorina saccata, despues de un periodo de cultivo de 9 
semanas, todavia puede resistir un per!odo de sequedad 
de 5 semans, mientras que en el liquen soporta un per!£ 
do de 23 semanas de sequedad. 
El transporte de sustancias entre los dos colab£ 
radores es de gran importancia para el entendimento de 
la simbiosis. Es de suponer que los 11quenes en cultivo 
cedan sustancias al medio, (22) las cual~s son normal-
mente cedidas asimismo a los micobiontes. 
Nostoc, de Collema tenax, expulsa al medio, por ~ 
jemplo, el 5% de nitr6geno que fija del aire. Al mismo 
tiempo se excretan los polisacaridos y las vitaminas 
tiamina, biotina, riboflavina, acido nicot1nico, acido 
pantotenico (23). En otras investigaciones se vi6 




dio de cultivo 16 veces tanta biotina como una Chlore-
lla pyrenoidosa de vida libre. La expulsion de hidratos 
de carbono tambien parece ser extraordinariamente elev!! 
- 11 -
da, por lo menos en algas reci~n aisladas. Nostoc, de 
Peltigera polydactyla, segrega al medic de cultivo gran 
14 
cantidad de C. Solamente se pudo fijar en las ceculas 
de las algas muy poca cantidad de uniones insolubles de 
14 
C. Despues de algunos d!as, la fuerte excrecion dismi 
nuye (24). Las observaciones insinuan que al final la 
permeabilidad de las c~lulas de las algas se vea modifi 
cada por la influencia del hongo. 
SegUn experimentos muy recientes, no es seguro 
que los intentos realizados con ficobiontes recien ais-
1ados admitan conclusiones demasiadas claras sobre los 
11quenes. 
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1. 2. 2. - Regulaci6n metab6lica del micobionte. 
El micobionte de la mayoria de los liquenes se pu~ 
de aislar y mantener en cultivo facilmente; tanto ~1 agar 
como los medics liquidos son apropiados para el cultivo. 
En los medias de cultivos liquidos, los hongos forman, la 
mayor parte de las veces, una masa viscosa de micelio, o 
si no unos filamentos sueltos, mientras que, en general, 
en el agar forman micelios compactos. El ambiente de los 
cultivos puede variar considerablemente. En algunos inte£ 
tos, se pudo observar el comienzo de una articulaci6n, di 
visi6n, en los tejidos del micelio (25). En todo caso 
las colonias de hongos nunca se parecen claramente al ta-
la del liquen, del cual fueron aislados. 
El desarrollo de un tala normal sin el colaborador 
de la simbiosis no parece ser posible. En cases excepci£ 
nales, los micobiontes aislados siempre pueden tener cap~ 
cidad de formar 6rganos de reproduci6n en el cultivo. Ba-
jo estas condiciones se pudieron observar repetidas veces 
picnidios y conidios. En un caso concreto, apareci6 inclu 
so un apotecio, el cuaJ. natura.mente no alcanz6 la m~ 
durez ( 14). 
Los micobiontesaislados crecen mucho mas lentamen-
- 13-
te que la mayor!a de los hongoa que viven libremente. Un 
hongo de l!quenes que crezca rapidamente puede alcanzar 
en un cultivo de agar, en cuesti6n de un mes, un diame-
tro de 1 a 2 em. En la mayor!a de los casos, el a;_unento 
mensual supone, en todo caso, solamente 1 6 2 mm. En un 
medio lfquido pueden aloanzar en 25 ml de l!quido de cu! 
tivo aproximadamente 100 g de peso seco como maximo 
(26). Por el contrario, de los cultivos de Aspergillus o 
de Penicillium se puede esperar aproximadamente el cua-
druplo de la cantidad ya mencionada, En la mayor!a de los 
bongos de l!quenes, el aumento de un cultivo liquido va 
parando lentamente despues de unas 5 o 6 semanas ( 26 ) y 
(17). 
Algunos micobiontes pueden aprovechar diversas 
fuentes de nitrogeno en el cultivo. No se pueda consta-
tar una preferencia general por determinadas asociacio-
nes, Asociaciones organicas e inorganicas hacen posible 
un crecimiento igualmente bueno. Con lo que mejor se de-
sarrolla el micobionte de Acarosnora fuscata es con KN03, 
mientras que el de Cladonia cristatella prefiere L-alani 
na ( 27). 
Otros nutrientes que pueden ser bien aprovechados 
son, por ejemplo, sales de amonio, peptona y urea. LaID.§:· 
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yoria de los aminoacidos por ejemplo: L - prolina, L- a 
lanina, L - arginina, L - acido glutamico, L - acido as-
partico, pueden ser bien aprovechqdos (28) y (29). 
La preferoncia de un hongo por una determinada 
fuente de nitrogeno dcpende tambien de la composici6n 
del medic de cul tivo. El micobionte de Xa..'l1thoria parieti-
!!.§! puede aprovechar, por ejem:plo, una gran C&"'ltidad de as,£ 
' I 
ciaciones de ni tr6geno si, en lugar de sacarosa, tiene 
pectina como hidrato de carbona (30). El tipo de fuente 
de nitr6geno puede modificar las caracteristicas del mi-
cobionte en el cultivo. La formaci6n de conidios en el 
micobionte de Buellia stillin.£riana puede verse obstacu-
lizada por el e.cido glu t8,mico' por la urea 0 por la ca-
sefna (31). Un tipo norteameric~10 de Bacidia puede for-
mar un pigwento amarillo utilizando nitrate amonicoygli 
cina. Por el contrario, dificultan la formaci6n del pig-
mento el tartrate de amonio y el acido glut2"mico. 
La mayorl.a de los micobiontes, en su suministro 
con elementos organicos, no son ordenados en determina-
das sustanci8.s. Casi todos los disacaridos, celulosa, mal 
tosa, lactosa, frutosa,menosa, ramnosa, sorbosa, pueden 
ser bien aprovechados. Algunos polisac8xidos como la dex 
trina, dextrana y pectina d211 buenos resultBdos,mientras 
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que la celulosa y el almid6n son menos apropiados. Otros 
a~cares, alcoholes y acidos del ciclo glioxflico:dan de 
manera diferente buenos resultados (14). 
De forma an8loga a la del ~inistro de nitr6gen~ 
los diversos hidratos de carbone puede modificar tambien 
la forma y las caracteristicas de los hongos; por eje~ 
plo, el micobionte de Graphina bipartita forma con lact2 
sa un pigmento amarillo (27). En estes cultivos, sus hi-
faa estan envueltas en una gruesa vaina galatinosa y as-
tan densamente guarnecidas con cristales rojos. Por otra 
parte, en un medio de cultivo que contenga maltosa, el 
pigmento del hongo sera amarillo mas oscuro. Los crista-
lea estan presentee y, bajo estas condiciones, la vaina 
gelatinosa se desarrolla mas debilmente. En un medic de 
Ctlltivo que contenga sacarosa, las celulas del hongo son 
perjudicadas. Ellas estan rodeadas por una gran vaina g! 
latino~a, pero no producen ni pigmento ni cristales. En 
el caso de Acarospora fuscata, la dextrosa estimula la 
producci6n de un pigmento marr6n (321 La glucosa es nee~ 
saria para la s!ntesis de parietina por el micobionte de 
Xanthoria parietina. 
MUchos micobiontes necesitan un suministro de vi-
taminas en el medio de cultivo. La mayoria de los tipos 
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examinados necesitan para su crecimiento, por lo menos, 
tiamina y biotina. Por ejemplo los micobiontes de Aca-
rospora fuscata, Lecidea decipiens, Stereocaulon aptho-
~ (2?), (33) y (26}. El colaborador del hongo de ~ 
cogyne similis puede no tener tiamina, pero esta carga-
do de biotina, mientras Collema tenax puede prescindir 
de la biotu1a, pero nunca de la tiamina (17). Como he-
moe podido observar en el comentario sobre regulaci6n 
metabolica del ficobionte, ambas vitaminas son produci-
das abundantemente por los ficobiontes y cedidas alaS£ 
luci6n alimenticia. El hongo puede, por lo tanto, ser 
auplementado con vitaminas a traves del alga, en el es-
tado de simbiosis. En general, el crecimiento de un mi-
cobionte, aislado se ve estimulado por un extracto de 
algas (17) y (13). 
El acido indol-3-acetico (4-16 mg/1) dificult6 
en algunos experimentos el crecimiento del micobionte, 
mientras que el acido giberelico (5-10 mg/1) no tuvo 
ningUn efecto (34) y (35). El efecto negative del indol 
-3-acetico puede ser debido a la alta concentraci6n. 
Los micobiontes son claramente dependientes del 
valor pH del medio de cultivo. Las condiciones 6ptimas 
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varian para los diversos tipos de hongos. El valor p H 
mas favorable para Collema tenax esta en 6,2, para~ 
thoria parietina en 5,6 - 6,4, para Sarcogyne similis 
en 5, 0 ,. para Buellia stillingiana en 4, 5 y para Umb::.li-
caria papulosa 2,0 (16) y ·(17). El crecimiento del hon-
go disminuye si hay un pH desfavorable en el medic de 
oultivo. 
Por otra parte, el valor de pH tambien puede te-
ner influenoia sobre la diferenciaci6n de un hongo. El 
micobionte de Buellia atillingiana solamente forma coni 
dios, cuando el pH del medic esta entre 5 y 7 (31). 
Los hongos, como_organismos quimioerg6nicos, son 
relativamente independientes de la luz. Esto es v8li-
do tambien para los micobiontes. Collema tenax forma ca 
. -
ratenoides bajo lli~a intensa iluminaci6n, los cuales co-
lorean las colonias de rojo (37). Las informaciones a-
cerca del perjuicio que sufren los micobiontes aislados 
a consecuencia de la luz solar directa sa basan proba-
blemente en la fuente de calor de los cul tivos (.14). En 
general, el crecimiento miceliar de los hongos aisla-
dos ae ve influido bien por la luz continua, bien por ! 
luminaci6n interrumpida. 
La temperatura tiene una clara influencia sobre 
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el crecimiento de los micobiontes. La temperatura 6ptima 
para la mayoria de las especies oscila entre 15 y 2020. 
Este valor es significativamente mas bajo que para muchos 
hongos no liquenicos. La sensibilidad termica varia en 
los distintos micobiontes (38). Por ejemplo, Baeomyces 
rufus se adapta mal a las oscilaciones t~rmicas. La cur-
va 6ptima de esta especie muestra un aumento de micelio 
a 18QC. Por el contrario, Physconia pulverullenta es mu-
Cho manoa sensible. La curva 6ptima en este organismo 
transcurre entre gg y ~2120. 
Los micobiontes pueden aguantar perfectamente te~ 
peratura bajas. El micobionte de Umbilicaria papulosa s2 
brevive a la inmersi6n en nitr6geno liquido(-19720)(39). 
Si el hongo esta seco o mojado no tiene ninguna import~ 
cia. La capacidad de resistencia a1 calor es, en todo c~ 
so, muy inferior a la del frio. En este caso, juega un 
papal decisive el grado de hidrataci6n del hongo con ba-
jo contenido hidrico; el micobionte puede soportar una 
temperatura de 4520 positives durante varias semanas sin 
ser per judie ado. Para alto contenido hidrico, por el cog. 
trario, su barrera de tolerancia solamente alcanza los 
37QC positives {40). 
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1. 2. 3. - Otros aspectos de la·regulaci6n metabo-
lica de los liguenes. 
El talc de la mayoria de los lfquenes contiene gr~ 
des cantidades de diversos pigmentos y de sustancias liqu~ 
nicas, los cuales solo se forman muy raramente en cultivos 
de hongos aislados. En cultivo de micobiontes de Xanthoria 
parietina, se forma el pigmento coloreado organico pari! 
tina y el micobionte de Candelleriela vitellina sintetiza 
al anhidrido del acido pulvinico (41). Mientras que estes 
dos hongos forman los mismos compuestos en el liquen que en 
cultivo, en otros micobiontes el comportamiento en cultivo 
parece ser diferente del de la simbiosis. El hongo de ~ 
donia cristalla sint~tiza en un medic artificial un pigmea 
to ro jo' el cual no es idt1ntico al acido rhodoclad6nico que 
normalmente colorea de rojo el liquen (27)~ 
Los depsidos o depsidonas que son caracteristicos 
de la mayoria de los liquenes, no parece encontrarse, en 
general, en los cultivos de los hongos aislados. Los mico-
biontes aislados de las numerosas especies de los generos 
de Qladonia, Lac~nora y Parmelia, no muestran ni trazos de 
estos compuestos (35). Antiguas investigaciones en las cu~ 
les fueron encontrados acidos liquenicos en.cultivos de m1 
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cobiontes, no pudieron ser reproducidos (42). 
Ultimamente, se descubrieron en un cultivo del hongo 
de Ramalina crassa, acido usnico y acido salacinico (43) y 
(44). Parece ser, ~ue la formaci6n de compuestos liqueni-
cos depende notablementa de la temperatura. A 102 C~elhon 
go sintetiz6 ambos compuestos, mientras que a 252 C solamen 
te se form6 acido usnico. 
Dado que en algunos casos los hongos no liquenicos 
pueden sintetizar depsidonas, no se entiende c6mo los hon-
gos liquenicos aislados no son tambien capaces de ello. For 
ejemplo, Aspergillus nidulans sintetiza nornidulina y ni-
dulina. En los cultivos de micobiontes aislados se encontr! 
ron acidos fen6licos monociclicos (acido orselinico y acido 
hemat6mico), que a su vez son precursores de los depsidos 
(35). Probablemente, debe tomarse como valido que las al-
gas juegan un papel importante pero, en particular, todavia 
desconocido, en la sfntesis de las sustancias liquenicas. 
La propia alga puede.contener taninos, los cuales esta~ qui 
micamente emparentedos con los depsidos (45). En algunos c~ 
sos se puede observar que el alga ejerce una evidente in-
fluencia sabre 12 formaci6n de productos secundarios para 
el metabolismo del hongo. En el caso del liquen Herpothalon 
sanguinun, la simbiosis ailn no esta consolidada de m2nera 
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que el micobionte puede vivir saprofitico sin algas. El mi 
-
cobionte libra de algas esta fuertemente coloreado de r2 
jo. En algunas partes liquenizadas del talo desapa.rece la 
pigmentaci6n roja bajo la influencia del alga. 
Los tales liquenicos que estan completamente empa-
pados de agua, contienen un promedio entre 100% y 300% de 
su peso seco de agua. Estes valores son validos tanto P! 
ra l!quenes foliosos como para arborescentes (31)(46). Los 
talos de los liquenes gelatinosos pueden contener, por el 
contrario, mayores cantidades de agua, ya que probablemen-
te, las gruesas vainas gelatinosas de las algas contri-
buyen al almacenamiento. Los talos de Collema crispus to-
talmente empapados, contienen un 800% de agua, los de Co-
llema cristatum un 1.400%, los de Leptogium lichenoides un 
830% y los de una especie de Collema, hasta ahora no con-
cretada, contienen un 1~300% de su peso seco de agua (47). 
Prescindiendo de estesl!quenes gelatinosos, el maximo con-
tenido de agua de los liquenes es menor que otras cript6gg 
mas epiffticas (48). El contenido minima de agua de los 1! 
quenes esta, en la naturaleza, en 2-145% (31)(22). Al con-
trario de lo que ocurre en las plantas superiores, en los 
liquenes el agua no se acumula de forma intracelular. En 
los talos, la principal cantidad de agua se encuentra en 
.. 22-
espacios hueoos entre las hifas y en las parades de las ce-
lulas del hongo (49). 
La absorci6n de agua es en los liquenes un proceso 
pasivo y fisico. La curva normal de absoroi6n de lo~ tales 
semeja a la de un gel higr6filo, En general, los liquenes 
absorben ~~a liquida muy rapidamente, en forma de lluvia 0 
rocio, Al sumergir los tales en agua, mas de .la mitad de la 
maxima cantidad de agua es absorbida en menos de un cuarto 
del tiempo que es necesario para la total impregnaci6n. A ~ 
na temperatura de 202 C y con una humedad relativa del aire 
del 60%, el contenido de agua del talo impregnado de Umbi-
llica.ria polyphyla, decae en 6 horas hast a un .15% (46). Da-
do que, habi tualmente, los liquenes en estado natural entran 
en contacto con 9.ooua liquida solo durante poco tiempo, lac~ 
pacidad para una rapida absorci6n es naturalmente muy impor 
tante,dado que como podemos observar, el hecho de secarse 
rapidamente puede ser de forma circunstancial bastante im-
portante dado que a trav~s de esto se evitan los danos pro-
ducidos por el calor y un balance de materia desfavorable, 
En los liquenes no exiten 6rganos determinados que 
controlen la absorci6n y la entrada de agua, Las rizinas de 
muchas especies recuerdan, por su forma, a 6rganos de absor 
ci6n de agua o a vasos de agua de plantas superiores, pero 
solo en cases aislados desempenan esta ftunci6n. 
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1. 3. - Objetivo de la memoria. 
El objetivo de la presente memoria fue estudiar 
la regulaci6n de ureasa en liquenes no portadores de a 
cido usnico. Los liquenes estudiados son: 
Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris, 
siendo la primera una nueva especie para la ciencia.~ 
bas especies son de ambito ecuatorial. 
Hasta ahara se hab!a investigado el papal del a 
-
cido usnico sobre la regulaci6n de ureasa en Evernia 
prunastri y Lobaria pulmonaria, especies productoras de 
esta sustancia liquenica. 
Con el fin de dilucidar un papel regulador simi 
lar al del acido usnico en otras sustancias liquenicas, 
es por lo que se eligieron estas especies • 
. I 
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1. 3. 1. - Localizaci6n geografica de Parmelia 
roystonea y Cladonia verticillaris. 
El Brasil esta comprendido entre las latitudes 
de 52 16' N y de 332 45' S, estando localizada su mayor 
extension en la zona intertropical, donde dominan los 
climas ecuatoriales y tropicales {50). 
La mayor parte del territorio brasileno no es 
montafioso, slno plano o poco accidentado. 
Brasil presents grandes variedades de climas 
tropicales, desde latitudes ecuatoriales hasta latit~ 
des subtropicales. 
Las doa especies que estamos estudiando en la 
preserite tesis estan situadas en el Nordeste brasile-
fio. 
El Nordeste, zong saliente del territorio bra-
sileno, la cual se proyecta sobre el Oceano Atlantica, 
se caracteriza sobre todo por su posicion. Se trata 
de una gran region "semi-arida", dominada por la masa 
de aire ecuatorial atlantica. Esta formada por "pedi-
plano" cristalinos y por algunas capas sedimentarias, 
destacandose los "inselbergrs", revestidos por una V!:_ 
getaci6n retorcida de "scrubs". R!os temporales, sem!:., 
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jantes a los "uedes", cortan a la region, que tambien 
presenta florestas humedas y zonas aisladas (51). 
Parmelia roystonea esta situada mas concreta-
mente en el Estado de Pernambuco, que a su vez perte-
nece a la region nordeste. Dicho Estado esta encuadr~ 
do entre las siguientes l!neas extremas: N 72 .15' 45n 
de latitud S; 92 28' 18" de longitud 0 de Greenwich 
(50) y (Figura 1). 
Cladonia verticillaris esta situada en el Esta 
do da Para!ba, tambien perteneciente a la region nor-
deste brasilefia. Sus l:lt~eas extremas son N 62 02' 12" 
de latitud SJ ·S,82 19' 18" de latitud S; E, 34Q 45'54" 
longitud Q .. de Greenwich; 0, 382 45' 45" de longitud 0 
de Greenwich (50). El punto mas oriental de Brasil y 
de America del Sur esta situado en Estado da Paraiba. 
Dicho punto es ponta Seixas o Cabo Branco (Figura , 1 )-. 
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Figura 1 - Mapa del Brasil e local de colecta de Parmelia 
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. 1. 3. 2. - Condiciones ambientales y fitosociol6-
gicas en Parmelia roystonea y Cladonia 
verticillaris, 
Parmelia roystonea es una especie poco oomdn en 
el nordeste brasileno. No obstante es abundante sobre 
Roystonea oleracea (Jacq.) Cook, vulgarmente llamada 
palmera imperi~pues fu~ introducida por el Emperador 
Pedro I en el Brasil hace mas de medio siglo; esuna de 
las mas bellas y altas palmeras tropicales, llegando a 
alcanzar 50 metros de altura en las Antillas,~ patria 
de origen. En el Brasil, esta alcanza entre 35 y 40 m~ 
tros de altura. De estipe elegante, por su altura,froa 
des pinnadas, grande~regularmente palmeadas en curvas 
graciosas. Racimos adornado con pelos lanosos en ·SUS 
ramas. Estambres de 6 - 12. Parece ser la especie mas 
cultivada en el Brasil, para parques y jardines. 
La especie de Parmelia que estamos describiendo 
como nueva para la ciencia, se encuentra sobre Roysto-
~ oleracea, en parques y jardines de la ciudad de R! 
cife-Pernambuco, Con las coordenadas de 82 03' de lat! 
tud S y 342 52 1 de longitud 0 de Greenwich (50).La ci~ 
dad se encuentra a 2 metros sobre el nivel del mar, y 
posee un clima AS segdn la clasificacion de K6ppen(51), 
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con lluvias abundantes, concentradas en el otono-invier 
no, con 2. 912 mm en los meses de j ulio-agos to, como pr_2. 
medio en los anos de 1963 a 1973. La temperatura media 
maxima es de 28,82C, siendo amenizada esta por la brisa 
marina. La humedad relativa oscila alrededor del 80% co 
mo. media anual. 
El.origen y crecimiento de la ciudad tuvo lugar 
a consecuencia de un deposito aluvial, compuesta de is-
las, peninsulas y manglares, envueltos por los brazos y 
meandros de los rios Capibaribe, Beberibe y Tegipi6, c~ 
yas inundaciones consti tuye·n un problema tradicionalmen 
te relevante no solo ahora, sino tambien en los. tiempos 
de colonizacion holandesa. 
En Roystonea oleracea, encontramos juntamente con 
Parmelia roystonea, abundancia de Bromeliaceas del gene 
ro Tillanzia, Cactaceas del genera Rhipsalis y muchas 
otras Briofitas y Pteridofitas, debido al grado de hume 
dad existente por la gran cantidad de agua encontradaen 
el estipe de la palmera~(Figura 2). 
Parmelia roystonea posee un talo foliaceo bien 
adherido al sustrato. 
En el caso Cladonia verticillaris, es una especie 
muy abundante en los "tabuleiros" de Para:lba,con las 
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coordenadas de 62 30' de latitud S y 352 55' de longi-
tud 0 de Greenwich, donde el suelo tiene una topograf!a 
plana, suavemente inclinada hacia las partes m~s bajas. 
Entre los ge6logos se admite que los "tabuleiros" 
son me set as que dan lugar a formaci6n ":Barreiras n y ge_Q. 
morfol6gicamente son planicies pecos extensas de alti~ 
des variables entre mu.y pocos metros hasta 200 metros de 
eltitud sabre el nivel del mar. El "tabuleiro" esta li-
mitado por la floresta tropical pluvial situada entre 
las colinas. 
Las comunidades vegetales son el espejo del cli-
ma y del suelo. Las condiciones edaticas interfieren n2 
tablemente en la consti tuci6n flor!stica y en la frecueg 
cia de cada especie en las comunidades que se astable-
can bajo las mismas condiciones climaticas. 
Las lluvias son frecuentes, por encima de los 
1.800mm anuales, y generalmente llueve por lo menos nu~ 
ve mesas seguidos. Existe en periodo seco en el ultimo 
trimestre del ano, en el cual suelen caer lluvias espo-
radicas aunque muy fuertes. Se saba que las lluvias en 
esos "tabuleiros", excavan y mueven el suelo que este 
desnudo hasta cierta profundidad. Existe una emigraci6n 
de elementos qu!micos hacia las capas mas profundae, lo 
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cual implica la carencia de oligoelementos en los sue-
los. Algunas horae de insolaci6n bastan para que la capa 
superficial se seque completamente y se vuelva movil pu-
diendo existir incluso erosi6n e6lica en ciertos lugare~ 
La flora de los "tabuleiros" t:!picos se presen-
ta constituida generalmente por aglomerados de arbustos y 
arboles constituyendo islas de "moitas", en las cuales 
hay un microclima diferente, donde viven muchas Clado-
nias del "tabuleiro", entre ellas Cladonia verticillaris, 
que vive sobre humus.- (52) y (Figura 3). 
Esas "moitas" no pueden ser catalogadas como ele-
mentos del "tabuleiro" o de la sabana t:!pica, porque ta!! 
to floristica como ecologicamente pueden transformarse 
en micro-florestas secundarias, mientras no sean ataca-
das por el fuego (Figura 4). 
Las especies predominantes en estas "moitas" en 
el estrato arbustivo y herbaceo son: Ouratea fieldingia-
~ Engl. ~rsonima cydoniaefolia Juss., Hancornia speci-
~ Gomes, Hirtella ciliata Mart. & Zucc., Curatella 
americana L., Anacardium occidentale L. Pera ferru-
ginea Schott., Didymopanax marototoni Decne & Planch., 
Pithecolobium avaremotemo Mart., Guattarda platypoda 
DC. Maytenus obsusifolia Mart. Burmania capitate Mart. 
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Figura 3 - "Moitas" caracter:lsticas de la vegetaci6n del 
"Tabuleiro", formaci6n del humus. 
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Figura 4 - Habitat de Cladonia verticillaris en el suelo 
arenoso del "Tabuleiro". 
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Hippeastrum psi ttacinum Herb. (Figura 5 ) • 
Las Cladonias viven sobre el humus existente en 
las "moitas", las cuales a su vez forman su propio fo-
lla j e .. ( 52 ) • 
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Figura 5 - Cladonia verticillaris viviendo sobre humus. 
- 40 -
- 41-
1. 3. 3. - El sistema urea-ureasa y su regulaci6n 
por sust&~cias liquenicas. 
Hoy dia se sabe ~ue muchos liquenes son producto-
res de ureasa (53)(54) enzima de especificidad muy res-
tringida (55,56 y 57). La ureasa produce di6xido de c~ 
bono y amoniaco par hidr6lisis de la urea 
CO(NH2)2+ H20 , 2NH3 + C02 
FiShbein et al. {58) describen la hidroxiurea C£ 
mo segundo substrate del enzima. 
Al demostrarse ~ue Evernia prunastri y Lobaria 
pulmonaria sintetizan ureasa en forma activa cuando uti-
lizan urea como substrate (59,57 y 60), la hip6tesis de 
Ahmadjian ( 14 ) parece cobrar vises de realidad. Tal hi-
p6tesis puede ser enunciada en los siguientes terminos: 
un liquen, sometido a un periodo de hambre nitrogenada, 
puede movilizar la urea de reserva, hidrolizandola por 
medio de una ureasa en di6xido de carbone y amoniaco. El 
C02 aumentaria su tensi6n en las celulas del ficobionte 
lo que haria subir el nivel de carbohidratos fotosintet! 
zado s. Por otra parte, Syrett ( 61 ) ha demo strado que el 
amoniaco anula la barrera de permeabilidad que supone la 
membrana en celulas de Chlorella de vida libra. De esta 
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manera, un mecanisme que en liquenes proporcione simul 
taneamente ambos productos, daria como resultado un ~ 
to flujo de carbohidratos al micobionte y, por tanto, 
un aumento en la cantidad de cetoacidos de origen res-
piratorio, que, con amoniaco, restablecerian los nive-
les de aminoacidos requaridos. 
Sin e~bargo, el matabolismo respiratorio del mi 
cobionte es muy limitado ( 62) de tal manera que tan 
perjudicial puede el exceso como el defecto de carbohi 
dratos. Esto supondrfa que el flujo de azdcares a.1 mi-
cobionte debe ser cortado cuando exceda las capacida-
des metab6licas descritas. 
Vicente (63 ) supone que este papel regulador 
_puede ser asumido por los fenoles liqu~nicos. Tal sup2 
sici6n vendria avalada por el becho de que el L-usnato 
s6dico, segdn descri ben :Manso y Vicente ( 64) es inact,! 
vador de la ureasa de Proteus mirabilis. Vicente et al 
(65) demuestran que tal inactivaci6n se lleva a cabo 
por un mecanisme de agregaci6n, de tal ma~era que la u 
reasa nativa, de peso molecular 480.000, incrementa e~ 
te peso al form.arse puentes L-alanil - L-usnato- L-pr.Q_ 
lil, presumiblemente entre diferentes subUL~idades. Es-
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• 
ta posibilidad podria involucrar mon6meros de un peso m2 
lecular 16.000,(66[uolig6meros de peso molecular 80.000 
(6?). Las dos posibilidades han sido experimentalmente 
confirmadas (68), describiendose, ademas, que la ureapu~ 
de acelerar el proceso de inactivaci6n ya que, por s!mi~ 
ma, puede causar grados diferentes de agregaci6n. 
La sign.ificaci6n que este mecanisme puede tener .!.!1 
~ ha sido puesta de manifiesto para Evernia prunastri 
(69), liquen productor de acidos usnicos. El talo, incu~ 
bado sabre urea, adquiere altas actividades ureasicas 
mientras los acidos usnicos no superan una concentraci6n 
de o,87mg/g de tala fresco. 
En condiciones ambientales que favorecen la acum~ 
laci6n en talo de concentraciones de acidos usnicos sup~ 
riores a la senalada, como pueden condiciones de fuerte 
iluminaci6n o peridos prolongados en obscuridad, la act_! 
vidad ureasica decrece en cuanto los fenoles increment~ 
Este papel regulador de los acidos usnicos no pu~ 
de generalizarse como mecanisme universal en el manteni-
miento de la simbiosis liquenica, ya que muchos liquenes 
no son productores de tales acidos. 
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-1. 3. 4.- Finalidad de la memoria. 
Fundamentalmente se estudi6 a partir de Parmelia 
roystonea Vicente & Xavier Filho de la familia Parme~ 
~ y de Cladonia verticillaris de la familia_Qladonia-
cea el comportamiento fisiol6gico con vista a la regu-
laci6n ureasica, dilucidando el papal regulador similar 
al del acido usnico de otros fenoles liquenicos. 
2. MA.TERIALES Y METODOS. 
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2. 1. - Organismos utilizados. 
Se utilizaron dos l!quenes para el estudio de la r~ 
gulaci6n ureasica no productores de acido usnico. El prim~ 
ro fue una Parmelia roystonea, una nueva especie para la 
ciencia. Dicha especie se encuentra sobre Roystonea olera-
~ en plazas y parques de la ciudad de Recife-Pernambuco-
Brasil. 
La otra especie utilizada fu~ Cladonia verticill~ 
ris, muy comdn en los climas tropicales viviendo sabre hu-
mus en los tabuleiros o cerrados ~ue est~ distribuidos 
por toda Am~rica del Sur. 
El material de la Cladonia Verticillaris procedia 
de los tabuleiros del Nordeste Brasileno, particularmente 
del Estado de Paraiba - Brasil. 
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2. 2. - Condiciones de cultivo. 
Las muestras fueron enviadas del Brasil y colocadas 
en bolsas de papal, para evi tar la contaminaci6n y al mis-
mo tiempo la desecaci6n. En el laboratorio, las muestras 
fueron lavadas en agua destilada para evitar la contamina-
ci6n de otros organismos y fueron retiradas las briofitas, 
que viven comunmente en comunidad con los l!quenes. 
Para un mejor estu.dio del ttetabolismo enzimatico, se 
emplearon des tipos de condiciones ambientales. Primer ti-
po: El material liqu~nico fue colocado en la obscuridad a 
una temperatura de 3720 y humedad saturante. Empleamos t~ 
bien como antimetabolitos, la actinomicina D, cicloheximi-
da y cloranfenicol en las mismas condiciones. Segundo ti-
po: Se colocaron las muestras en una intensidad luminica 
de 12.000 ergios/cm-2.s-1 auna temperatura constante de 26 
grades centigrados y humedad saturante. El material fue i-
luminado con tubes fluoroscentes Philips Dayligh-t de 40W. 
En el caso de Parmelie roystonea cultivamos el mat~ 
rial liqu~nico durante 6 horas en intervalos de dos horas 
en obscuridad y luz. En el caso de Cladonia verticillaris, 
cultivamos el material liquenico durante 10 horas, tambien 
en intervalos de des horas en obscuridad y luz. 
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MUestras de 0,5 g de Parmelia roystonea y de 1,0 g 
de Cladonia verticillRris se m~~tienen flotando sabre 15 
ml de una disoluci6n de urea 40 m1J en tamp6n fosfato 75mM 
de pH 6,9 en las condiciones de temperatura, humedad y 
luz descritas. 
Cla.donin verticillaris posee acido fumc.rprotocetr§: 
rico, y para iniciar la investigaci6n de la rogulaci6n u-
reasica, fue necesario sacar con acetona dicho acido. 
2. 3. - Purificaci6n de sustBncias liauenicas. 
De los numerosos metodos de extracci6n de sustancias 
liquenicas, la mayor parte de ellos fueron estableoidos por 
Zopf (70) y Asahina (71). Existen metodos individuales pro-
pios de las diferentes sustancias; sasabe, sin embargo, q_ue 
casi todas las sustancias liq_uenicas son solubles en acetona. 
El contenido de los lfquenes en sustancias liquenicas es c1.el 
orden de 0,5 a 5/~ en peso; 50 a 100 grs. de talo liq_uenico 
son suficientes para obtener, en el extracto, una concentra 
ci6n adecuada para la purificaci6n y revelado de compuestos 
por cromatografia. Para evitar la formaci6n de otros solve~ 
I , 
tes, debido a la ~resencia de acidos grasos, una previa ex-
tracci6n por benzina hirviendo es suficiente y eficaz. 
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La cromatograffa se realiza bien con extracto bruto, 
bien con sus productos de hidr6lisis. En este ultimo caso, 
pueden aparecer algunas dificultades por el hecho de que al-
gunos acidos liberados por la hid.r6lisis sufran una r~.escarb,g, 
xilaci6n, incluso en las condiciones de tratamiento mas ade-
cuadas. 
Sin embargo, la hidr6lisis no es completa. Los depsi-
dos dan par hidr6lisis simple acidos fenocarbox!licos y las 
depsidonas, acidos dicarbox!licos del tipo difenil eter. 
La cromatografia en papel es muy empleada. En el caso 
de Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris, preferimos el 
papal '•'lhatman no. 1 y revelamos con cloruro f~rrico al 3% P.§!; 
ra detectar los fenoles existentes en el extracto liquenico. 
La tabla .1 da los Rf correspondientes. 
Antes de aplicar los reactivos sobre el papel o la c~ 
lulosa, se hace primero ttn examen, somentiendose siempre a 
luz ultravioleta. La mayoria de los acidos liqu~nicos dan u-
na buena fluorescencia.(Tabla 2). 
Utilizamos tambien celulosa ~m 300 de Macherey y como 
disolventes en ambos cases, (papel y celulosa) n-Butanol-am~ 
niaco-agu.a ( 3: 1: 1 ) y n-:Bu tanol-acetona-agua ( 3: 1: 1 ) .. (Tabla 3 ). 
Constamos que las luces ultravioletas de ondas medias 
son preferidas. Los mejores resultados se obtienen en 255 y 
TABLA 1 
Rt. de las sustancias cromatografiada en papel y reveladas en 
cloruro ferrico de Parmel;a roystonea 
Acidos tiquenicos n-butanol :amoniaco :agua n-butanol :acetona:agua 
3: I : I 3 : I : l 
Acido caper a ti co 
- -
Acido I ecanorico 0,68 0,86 





ldentificacion por fluorescencia de sustancias liquenicas de 
Parmetia roystonea par cromatografra 
Ac idos tiquenicos 
Sistema de identification Lecanorico Caperatico Atranorina 
n-Butanol : amoniaco : agua Rosa Rosa palido Amarillo 
366 nm (3:1:1) intenso 
n-Butanol : amoniaco : agua Rosa Viol eta Amarillo 
254 nm { 3:1:1) 
n-Butanol : acetona . agua Amarillo Azul 
366 {3:1:1) Rojo patido claro nm 
n-Butanol : acetona : agua Viol eta Verde 
Violet a 
254 nm (3:1:1} sucio claro 
TABLA 3 
Rf. de las sustancias liquenicas cromatografiada en celulosa y revelada 
en U.V. de Parmet;a roystonea 
-
Acidos tiquenicos n-butanol·:amoniaco: agua n-butanol: acetona: agua 
3: l : t 3 : ' : l 
Acido caperatico 0,94 0, 94 
Acido lecanorico 0,75 0, 89 





Purificamos los acidos lecan6rico, caperatico y atr~ 
norina de Parmelia roystonea y el acido fumarprotocetrarico 
de Cladonia verticillaris, por cromatografia de capa fina 
en celulosa y confirmamos los resultados por el metodo de~ 
loraci6n y microcristalizaci6n. 
2. 4. - Determinaci6n de sustancias liouenicas. 
Despu~s de las investigaciones de Zopf (70), curu1do 
describi6 mas de 150 nuevas sustancias liquenicas y descri-
bi6 las f6rmulas empiricas y algunas propiedades, se desa-
rroll6 la nueva ciencia liquenol6gica. Algunos anosdespue~ 
Emil Fische en 1913 ( 72) sintetiz6 por primera vez el aci-
do lecan6rico, que es considerado un depsido. En 1954 Asa-
hina & Shibata ('73) dieron a conocer 80 sustancias liqueni-
cas con sus respectivas f6rmulas empiricas. 
lihchas de las sustancias son conocidas hoy y casi CO!!! 
pletamente definidas, existiendo la posibilidad deaparici6n 
de nuevas compuestos sabre los ya existentes: depsidonas, 
d~psidos y dibenzofuranos. Se sabe que la mayoria de las su~ 
tancias descritas actualmente son fen6licas, con excepci6n 
de algunos pigmentos, comunes a muchas especies. 
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La primera s!ntesis en torno a la clasificaci6n de 
sustancias liqu~nicas fue dada por Zopf (70) y luego mod! 
ficada por Asahina y Shibata (73). Estas sustancias estan 
divididas en series alifatica y aromatica. 
Para la determinaci6n preliminar de una sustancia 
liquenica, se aplican las tecnicas de coloraci6n y microcri!! 
talograticas., que fueron utilizadas en la presente tesis. 
2. 4. 1. - Metoda de coloraci6n. 
El test de coloraci6n fu~ descubierto por Nylander 
(74·), que emple6 inicialmente des reactivos, coloreando 
los tales liquenicos con hipoclorito de calcio e hidr6xi-
do de potasio; convencionalmente se abrevia el primerocon 
la letra Q y el se@L~do con letra ~. En algunos casos se 
emple6 la me zcla de Q y !f y la denomin6 ~. Asahina (75) 
emple6 algunos afios mas tarde la p-fenilendiamina que ta! 
bi~n la abrevi6 como E· Generalmente se habla de ~ positi 
va o negativa. Hoy en dia existen ciertas pruebas y otros 
reactivos, empleados para identificar sustancias liqu~ni­
cas. Otras alternativas pexa determinar fenoles en lique-
nologia son los espectros de absorci6n ultravioleta, ana-
lisis de fluorescencia, etc •• 
- 54 -
Para Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris u-
tilizamos los reactivos anteriormente mencionados para i-
dentificar las sustancias existentes en los talos liqueni-
cos citados, puesto que necesitabamos identificar los 
dos liquenicos. 
2. 4. 2. - Metodo de microcristalizaci6n. 
aci 
... 
Asahina (76) desarroll6 en suoesivos trabajos un 
procedimiento que llam6 microqufmica o microcritalizaci6n, 
para demostrar la presencia de sustancias liquenicas con 
la intenci6n de utilizarlo en la taxonomia, dispensando la 
especializaci6n en quimica organica, para asi poder estar 
al alcance de los botanicos sistematicos, sirviendo para 
separar quimicamente especies afines. 
Damos una idea del procedimiento: se coloca un frag-
mento del ·talo liquenico sobre un portaobjetos y se trata 
con solventes organicos volatiles, gota a gota, principal-
mente con clorofor.mo o acetona, evitandose agregar excesi-
va cantidad; si no, la soluci6n resultants de la sustancias 
liquenicas se esparceria en un area demasiado extensa. De~ 
pu~s de sucesivas aplicaciones se retira el trozo del talo 
liquenico, dejando un extracto seco del mismo. Acto segui-
do una serie de solventes normalizados seran experimentados 
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sobre las I!laterias anteriormente extrafdas, con lo que al 
gunos de los compuestos existentes crist~izan en forma.s 
reconocibles en el microscopic. 
Las soluciones empleadas por Asahina son las s.i-
guientes: 
G.AoW. - partes i~lales de glicerina, alcohol y 
agua. 
G.Eo - una parte de glicerina y tres de acido a-
c~tico. 
G.A.Py.- una parte de glicerina, dos de alcohol y 
una de piridina. 
G.A.Q. - dos partes de glicerina, dos de alcohol y 
una parte de quinolina. 
G.A.An.- dos partes de glicerina, dos de alcohol y 
una de anilina. 
G.A.oT.- dos partes de glicerina, dos de alcohol y 
una de o-Toluidina. 
Colocadas estas encima del residue, la lamina se 
calienta ligeramente y se lleva al microscopic; los oris-
tales obtenidos seran comparados con los de sustancias co 
nocidas. 
En el case de Parmelia roystonea encontramos, uti-
lizando el citado metodo, los acidos lecan6rico, caperat! 
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co y atranorina. En Cladonia verticillaris solamente enco~ 
tramos acido fumarprotocetrarico, cosa que ya se conocia a 
traves de la literatura existente (7?}. 
2. 4. 3. - M~todo de valoraci6n de sustancias liaue-
nicas. 
Para valorar los acidos lecan6rico, caperatico y a-
tranorina, utilizamos sustancias liquenicas puras, pues c~ 
· da una de ellas poseen espectros caracter!sticos an la zo-
na del ultravioleta (Figuras 6, 7, 8 y 9}. Los espec-
tros ultravioletas correspondientes a cada una de las ~s 
.... 
tancias anteriormente mencionadas fueron medidos en disol~ 
ciones etan6licas de 3,3 mg/ml. 
El coeficiente de extinci6n fue escogido basandose 
en las concentraciones posibles que dan la m~~ima atenua-
ci6n en las variaciones, dado que existe una notable baja-
da para toda la gama de concentraciones ensayadas, oscil~ 
do entre 0,33 mg/ml y 3,3 mg/ml. Como longitudes de onda 
criticas fueron escogidas: 256, 274, 286 nm que presentan 
la maxima densidad 6ptica con menor indica de solapamiento. 
Las concentraciones de 0,33 mg/ml y de 3,3 mg/ml 
dieron los resultados presentados en la tabla 4. 
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AC IDO LECANORICO AC IDO CAPERATI CO ATRANORINA 
( nm) 
0.33 mg;mt 3,3 mgjml 0,33 mgjml 3,3 mgjml 0~33 mgjml 3,3 mgjml 
256 0,104 1, OS 0,129 1, 297 0.125 1. 26 
274 0,094 0,941 0. 111 I, 11 3 0,114 1.147 
286 0,091 0,916 0.104 1,052 0,104 1,046 
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Los coeficientes de extinci6n para las tres sustan-
cias de las tres longitudes de onda se calculan mediante la 
f6rmula E = 00/Cl siendo C la concentraci6n de la sustancia 
y 1 el diametro de la cubeta del espectrofot6metro, que en 
cual~uier case equivale a 1 em. La relaci6n entre las varia 
bles DO, ~ y C se plantean mediru1te un sistema de tres ecu~ 
ciones Xavier Filho & Vicente (78). 
La validez global era de 69 mg de sustancias li~uen! 
cas por gramo de tala. En la tabla 5 dames los resultados 
gravimetricos y espectrofotometricos. 
El acido fumarprotocetrarico se valor6 por calor:imetria 
mediante la reacci6n con p-fenilendiamina, midiendo el co-
lor desarrollado a 450 nm. Las densidades 6pticas se tran~ 
formaron en concentraciones utilizando una recta patr6n (F1 
gura 10 ) construida con acido fu~~rprotocetrarico purifi-
cado por cromatograf!a. 
2. 5. - Preparaci6n del extracto libre de celulas. 
Los tales de Parmelia roystonea y Cladonia vertici-
llarist despues de lavados en agua destilada, se maceraron 
en un mortero con arena de cua.rzo, suspendiendo el macerado 
en 10 ml del tamp6n fosfato 75 m!,1, pH 6,9. La suspensi6n se 
TABLA 5 
, 
METODOS DE MEDIDAS 
, , , , 
ACIDOS LIQUENICOS (mg) GRAVIMETRI CAS ESPECTROFOTOMETRI CAS 
LECANORICO 46,91 45.67 
CAPERATICO 20,65 21,45 
ATRANORINA 0,99 1, 02 
TOTAL 68,55 68,14 
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IAcido fumarprotocetrarico] mM. 
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centrifug6 a 27.000 xg durante 20 minutes a 42 c, en una 
centrifuga Lourdes, modele AA-C, AC, pasando a continua-
ci6n el sobrenadantc por un filtro Millipore GS de 0,22f 
de poro para conseguir el extracto libre de celulas. 
2. 6. - Valoi'aci6n de prote:lnas. 
Las proteinas fueron valoradas por los metodos de 
Lov.Ty e·~. aJ.. y por el metodo de Warburg y Christian. 
Valoramos las proteinas de los ficobiontes y mico-
biontes de Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris 
per el metoda de Lowry et. aJ.. ( 79 ) , basfuldose en la prg_ 
ducci6n de color por .el reactive de fenoles. Como protei 
na patr6n se utiliz6 seroalbumina bovina (Amour). 
En el caso de valoraci6n de proteina los extrac-
tos del talc utilizamos el metoda de Warburg & Christian 
( 8 0 ) • Las medidas de proteinas fueron obtenidas en un 
espectrofotometro Zeiss ?Iii 2 DL. 
2. 7. - Valoraci6n de la actividad ureasica. 
Para valorar la actividad ureasica de extractos 
enzimaticos provenientes de tales de Parmelia roystonea 
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y Cladonia verticillaris, fue medida la producci6n de ~ 
moniaco :por el metodo de microdifusi6n de Conway ( 81 ) • 
La valoraci6n del sulfate am6nico fu~ realiza-
da :por el metoda de Nessler ( 82 ) • 
2. 8. - Purificaci6n de ureasa. 
En el caso de Pan1elia roystonea, no fue posible 
hacer la purificaci6n.del enzima, teniendo en cuenta la 
poca cantidad existente del material. 
Al poseer mas cantidad de material liquenico de 
Cladonia verticillaris, decidimos purificar el enzima 
de esta especie. 
La purificaci6n ·ael enzima se llev6 a cabo a p~ 
tir de 50 g de talo liquenico incubado y macerado con 
200 ml de tamp6n fosfato 1mThi pH 6,9 y centrifugado a 
17.000 xg durante 20 minutes a 42 c. El sobrenadante se 
lleva a un 60% de saturaci6n con suifato am6nico, con-
servandolo en repose dur&~te una hora a 4Q C y es cen-
trifugado mas tarde a 29.000 xg durante 30 minutes. El 
precipitado se disuelve en 60 ml del mismo tamp6n y se 
adsorbe en gel de fosfato calcico estabilizado con t~ 
p6n fosfato 1 m!J pH 6,9. La proteina es eluida al aumeg 
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tar la molaridad del tamp6n. La fracci6n eluida con tam-
p6n 20 rnlJ, es filtrada a traves de Sephadex G-200 en una 
columna de 21 em de altura por 3 em de diametro; esta co 
lumna es equilibrada con el mismo tamp6n de la eluci6n 
previajse filtran las proteinas aumentando los volUmenes 
de dicho tamp6n que pasa a trav~s de la columna. 
La localizaci6n del enzima se ha intentado, sepa-
rando el ficobionte del · micobionte a trav~s de la des 
-
trucci6n mecanica del talo entre dos laminas, y aplican-
dose en ellos el metodo de valoraci6n anteriormente des-
crito. 
3~- RESULTAD'J S. 
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3. 1. - Parmelia roystonea 
3. 1. 1. -Determinacion de la nueva especie: 
La existencia del genera Parmelia en los trCpi 
cos es muy abundante, llegando aproximadamente a tre 
cientas especies distintas (83), (84). Parmelia fue d,i 
vidida por Hale y Kurokawa (85) en secciones y subse£ 
ciones para facilitar el estudio sistematico, morfol£ 
gico y qu!mico. El propio Hale (86), en los ultimos ~ 
nos, cre6 cuatro nuevos generos entre la Secci6n Par-
melia, incluyendolas en la familia Parmeliaceas, rea-
lizando en seguida las monografias de los nuevos gen! 
ros; Bulbothrix (Hale, 1976) (87); Parmelina (Hale, 
1976), (88); Relicina (Hale, 1976), (89)_; Pseudoparme..-
lia (Hale, 1976), (90). Para un mejor esclarecimiento 
de las modificaciones hechas por Hale (86), (91) para 
crear los nuevas generos se describe la presencia o 
ausencia de parenquimas, pletenquinas y o pseudople-
tenquina en los talos liquenicos observados en el mi-
croscopic electr6nico y el microscopic de barrido. 
Es posible que las ParmeliBs del grupo borreri, 
pertenecientes a la Secci6n Simples, al que pertenece 
la especie que estamos estudiando ahara, sean inclui-
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das, muy pronto, en otro genero por Hale. Hasta la fe 
cha, no tenemos conocimiento de ninguna modificaci6n 
acerca de dicho grupo. 
La especie que estamos estudiando pertenec!a a 
J 
la Seccion Parmelia, creada por Imshaug en- 1957, (92). 
A su vez Hale & Kurokawa incluyeron en dicha Seccion 
una nueva Subseccion llamada Simples, (85). Basandose 
tambien en caracteristicas morfologicas y quimicas, 
quedo esta con 20 especies, morfo-qu!micamente bien 
dividida, de las cuales 4 especies poseen acido giro-
forico, 8 especies poseen acido lecanorico y las esp~ 
cies restantes poseen indistintamente acidos protoli-
cesterico, caperatico, usnico y acido grasos. 
En el caso particulnr de atranorina, 15 especl 
es la poseen, mientras que las 5 restant~s-no la po-
seen, (Tabla 6 ). 
Despues de incansables estudios morfologicos y 
quimiotaxon6micos, llegamos a la conclusion, de que 
se trata de una nueva especie, ( Tablas 6 y 7 ) • 
' )> .. >· >· > ~ )> .. AClDOS LIQUENI COS )>, )> .. n n n n n n 
-
- "'0 ::0 - -0 0 0 0 ::0 )> 0 0 
0 0 0 0 0 z 0 0 
.... 0 0 (i) I n c. 0 ::0 G> 
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p > (/) :0 Q, z :0 n c 0 n 
:0 Q, )>, 0 rn (/) rn. 
-
-t (J) n :0 I ..... 
-PARMEllAS DEL - (") 0 n Ill' (') 
0 0 ::0 0 
GRUPO BORRERI -n 
0 
P.APPALACHENSIS W. CULB. X X 
P. BOLLI ANA MULL. ARG. X X 
P.BORRERI (SM.) TURN. X X 
P.BORRERINA NYL. X X 
P. CANAL I CULATA LVNGE X X 
P. DlCTVOIDES HUE X X X 
P.FLAVENTIOR STIRT. X X 
P.HYPOL EU CITES NYL. X X 
P.INCORRUPTA MONRE X 
P.LORENTZU KREMPELH. X X 
P.MlCROSTICTA MULL. ARG. X X 
P. NEGATA NVL. X 
P. NEUTRAL IS HALE X X 
P. POLVCARPINA ZAHLBR. X X. 
P. REDDENTA STIRT. X 
P.RUDECTA ACH. X X X 
P.SUBFLAVA TAVL. X 
P.SUBRUDECTA NVL. X X 
P. SUBPRAESIGN IS NVL. X X 
P.STICTICA (DUBV) NYL. X 
TABLA . 7 
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P.APPALACHENSIS W. CUBB. X X X 
P. BOLL lANA MULL. ARG. X X X 
P. BORRER I ( Sm. ) TURN. X X X 
P. BORRERINA NVL. X X 
P. CANAL I CULATA LYNGE X X 
P. DICTVOIDES HUE X X 
P.FLAVENTIOR STIRT. X >< X 
P.HVPOLEUCITES NVL. X 
P.INCORRUPTA MONRE X X 
P.LORENTZU KREMPELH. x 'x 
P.MICROSTICTA MULL. ARG. X X 
P.NEGATA NYL. X 
P. NEUTRAL IS HALE X X 
P.POLVCARPINA ZAHLBR. X X 
P. REDDENTA ST I RT. X )< 
P.RUDECTA ACH. X X X 
P.SUBFLAVA TAYL. X X X 
P.SUBRUDECTA NYL. X X. 
P.SUBPRAESIGNIS NVL. X X X 
P. S T I C T I C A ( DUB V ) NV L. X X 
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). 1. 2. - Parmelia roystonea Vicente & Xavier 
Filho sp. nov. (Figura 11). 
Talo superficial, pseudocifelado de 3 a B c~ de 
diametro, pseudocifelas suborbiculares, ovales; sore-
dies en toda la extension del talo; Apotecios raros, 
muy pequeffos de 1 a 1,5 mm de diametro, rizinas sim-
ples negras. 
Reacciones: talo K+ amarillo, medula K-, c+ ro 
jo, KC+ rojo, P - negative. 
Qu1mica: acido lecanorico, acido caperatico y ~ 
, 
tranorina presentee. (Figuras 12, 13 y 14). 
Distribuci6n: Particularm~nte en el nordeste bra 
' -
sileno, en plazas y parques de la ciudad de Recife-Pe! 
nambuco. 
Material depositado en el Herbaria de Criptoga-
mas del Departamento de Biologia Especial - Centro de 
Ciencias Biologicas de la Universidad Federal de Per-
nambuco, con el namero 1.311. 
Discusion: La nueva especie descrita en la mem.2, 
ria, es considerada una quimioespecie de acuerdo con la 
opinion de Hawksworth (93); el hecho de diferenciarse 
basicamente de Parmelia subrudecta, se basa en la pr~ 
-78-





Figura 12 - ~~crocristalizaci6n de acido lecan6rico con GE, 
aisledo de Parmelia roystonea: a, en lavado ac~ 
t6nico y b, en cromatografia con celulosa. 
- 81 -
- 82 -
Figura 13 - Microcristalizaci6n de acido caperatico con GE, 
aislado de Parmelia roystonea: a, en lavado ace 
t6nico y b, en cromatografia con celulosa. 
- Oj-
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Figura 14 - Miorooristalizaci6n da atranorina oon o-t ais-
lado de Parmelia roystonea: a, en lavado acet2 





aencia del acido caperatico y en la diferencia morfol6gica 
del soredio y su disposici6n en el talc (Figura 15 y 16), 
vista en microscopic de barrido. Dames para una major de• 
mostraci6n las tablas 7 y 8 con las distinciones morfc_l6gi 
cas y sinonimias de todas las especies hasta ahora descri-
tas. 
3. 1. 3. - :Diagnosis Latina. 
; 
Thallus S\lperne pseudooyphellatus ad 3-8 em latus, 
pseudooyphellis suborbicularibus ovatis, sorediis in lato 
thallo; rhizinis nigris, simplioibus, apotheoiis minimis 
rarisque a.d 1-1.5 em diametro. Acidus lecanorious, caper.!! 
ticus et atranorina praesentes. 
~ 87 -
• 
Figura 15 - Soredio de Parmelia roystonea visto en el micro~ 
. . . 
copio de barrido a, soredio (X3,500); b, soredio 
y porci6n de pseudocyfela (X650). 
- 88-
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Figura 16 - Soredios de Parmelia !Oystonea visto en el micros 
copio de barrido: a, otra visi6n del soredio 
(X3.500); b, conglomerado de soredios (X2.000). 
J-
TABLA 8 
SINONIMIA DE ALGUNAS PARMELIAS DEL GRUPO BORRERt 
PARMELIAS DEL GRUPO BORRERI 51 NONIMIAS 
P. BOLLIANA MULL. ARG. P.FRONDIFERA MERR. 
P. BORRERI (Sm.) TURN. P.PSEUDOBORRERI ASAHINA 
P.FLAVENTIOR STIRT. P.SOREDICA NVL. 




P. ANDREANA MULL. ARG. 
P.RUOERATA ASAHINA 
P.RUDERATA VAR. MICROPHYLLINA 
P.DUBIA (WULF.) SCHAER. 
P.ULOPHYLLA { ACH.) MERR. 
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3. 1. 4. - Sintesis de ureasa. 
Parmelia roystonea sin ningdn tratamiento previo 
no muestra actividad ureasica detectable. Cuando dic~os 
de talo se mantienen flotando sobre urea 40 mM a 372 en 
obscuridad, se desarrolla actividad ureasica que aumen-
ta progresivamente hasta hacerse maxima a la cuarta he-
ra de incubaci6n para descender despues. Una serie par~ 
lela, mantenida bajo condiciones de iluminaci6n, segUn 
se describe en metodos, muestra una leve aparici6n de a.Q. 
tivida enzimatica que se anula practicamente en la se-
gunda hora de incubaci6n. La inclusi6n de antimetaboli-
tos en el media de cultivo en obscuridad (actinomicina 
D .. 50 p11, cicloheximida 10 ~1g/ml y cloran~enicol 200fg/ 
ml) modifican en gran manera la conducta descrita. En 
los tres casos, solo es detectable actividad enzimatica 
en la primera hera de cultivo, actividad que· desaparece 
completa!nente con posterioridad. La inclusi6n de los mi§_ 
·mos antimetabolitos en los medics de incubaci6n, en co~ 
diciones de iluminaci6n, no permiten la aparici6n de a£ 
tividad ureasica detectable (Figura 17 ). 
Los medios en los q_ue fueron incubados los dis-
cos de talo, tanto a la luz como en obscuridad, en au-
- 93 -
Figura 17 - S!nteais de ureasa en talo de Parmelia roystonea; 
(•) oscuridad; (o) luz; (1) oscuridad y adici6n 
de actinomicina D; (~) oscuridad y adioi6n de ci-














sencia·de antimetabolitos, fueron dializados frente at~ 
p6n fosfato, 75 mM, p~ 6,9, durante 24 horas a 42 c, con 
objeto de eliminar de ellos·tanto la urea, como las for-
mas de bajo peso molecular ~ue el liquen hubiera p)dido 
excretar. 
La medida de ureasa en estes medics dializados de-
muestra que el enzima es excretable. Para discos de talo 
incubados en obscuridad se observa una excreci6n de urea-
sa al medio que muestra su maximo valor para la segunda 
hora de incubaci6n, disminuyendo posteriormente hasta an~ 
larse a partir de la quinta hera. En condiciones de ilumi 
naci6n, la excreci6n de ureasa al medio es cuantitativa-
mente menor, detectaudose particularmente en la primera 
hora de cultivo para anularse despu~s (Fieura 18 ). 
3. 1. 5. - Drolucion de sustancie.s liguenicas. 
El contenido en acido lec&~6rico en el talo de 
Pa.rmelia roystonea, mDntenido en obscuridad, auoenta du-
rante las dos primeras horas de cultivo, para luego dismi 
nuir, por ser en parte excretado al medic, como se obser-
va en la tabla 9 ; co~ienza a aparecer acido lecan6rico 
en el medic a partir de las dos pr~meras horas, aumentan-
do progresivamente hasta las seis horas de cultivo en ob~ 
curidad. 
- 96 -
Figura 18 - Excraci6n de ureasa a los medics de incubaci6n 
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En el talc mantenido en luz parece disminuir el ~ 
cido lecan6rico en el ta]..o para f:U1Ularse a las cuatro h.£ 
ras de incubaci6n, siendo para este mismo tiempo muy pe-
quefia la cantidad de la sustancia excretada a1 medic. 
El comportamiento de· la atranorina es semejante ul 
del acido lecan6rico, aumentando su concentraoi6n duran-
te las cuatro primeras horas de incubaci6n en obscuridad 
para las cuales hay tambien excreci6n a1 medic y anule~­
dose en el talo a las seis horas de incubaci6n, para las 
cuales disminuye tambien mucho su concentraci6n en el m~ 
dio. En el talc incubado en luz tambien hay menor sinte-
sis de atranorina en obscuridad, anulandose para la sex-
ta hera de incubaci6n, para la cual aparece una pequefia 
cantidad de atranorina en el media (Tabla 9). 
El comportamiento del acido oaperatico es total-
mente distinto, aumentando su concentraci6n tanto en el 
talo como en el media, conforme aumenta el periodo de i~ 
cubaci6n en obscuridad. En luz aumenta. solo basta las dos 
horas de incubaci6n, para las cuales hay excreci6n al m~ 
dio. A partir de las cuatro primeras horas disminuye co~ 
siderablemente su concentra.cion en el taJ.o, siendo nula 
la excreci6n a las seis horas (Tabla 9). 
TABLA 9 
ACIDOS 
. ( mgjg talo} LIQUENICOS 
LECANORlCO CAPERAT1 CO ATRANORINA 
TRATAMIE-NTO HORAS 
EN EL TALO EXCRETADO EN EL TALO EXCRETADO EN EL TALO EXCRETAD 
OSCURIDAD 0 45,67:!: 4' 8 0, 0 "21 45:!: 1 9 0,0 1 '02 ! 0' 1 0,0 
' ' 
1 63,60±5.3 0, 0 58,93 '! 5,4 0.0 0,0 0,0 
2 83,40:!:!;) 17 ·14,1:!: 1.3 52,25 t 5,3 2,37!:0,2 4,95:!: 0,3 4,05 ± o,: 
4 3 0,1 5 :!: 2 .. 8 301 0:!: 2,5 52,54:!: 5,3 2,22:!: 0,2 25, 3:!: 2, 5 20, 0:!: , .. 
6 10,5:!: 1,2 52.5 :!: 3,9 214,8 5:!:12,6 24,25:!: 1,9 0,0 3,45! 0,: 
LUZ 0 45,67:!: 418 0,0 21.45:!: 1 '9 0,0 1,02~0.1 0,0 
1 23,·73:!: 2,1 0,0 129, g:!: 9,3 0,0 15,9:!:1,6 0,0 
2 10,55:!: 1,2 40,0! 3,7 161,85!13,2 6,9 ± 0,4 31,95:!; 3,3 0,0 
4 0,0 4,95:t0,4 78,37:t8,6 4.86:!: 0, 2 16,54:!:1.2 0,0 
6 0,0 0,0 36 6:!: 
• 
0,0 0,0 6 6:!: 0 4 I I 
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3. 1. 6. - Efecto de sustancias liquenicas sobre 
actividad ureasica. 
Casi todas las sustancias liq~enicas tienan pl~pied~ 
des biol6gicas de estructuras tipicas fen6licas, por ejem-
plo, su capacidad de inactivar enzimas. 
Manso y Vicente en 1971, Vicente et al en 1973 y Vi-
cente et al 1974, (63, 64 y 65) demostraron que el acido L-
usnico inuctiva la ureasa y glutamate deshidrogenasa de 
Proteus mirabilis. Se comprob6 que la acci6n del acido L-u§_ 
nico sobre la proteina puede ser un fen6meno de agregaci6n 
molecular de olig6meros, teniendo en cuenta que la perdida 
de actividad enzimatic~ es paralela al aumento del peso mo-
lecular de la proteina. 
Por lo ya demostrado, empleamos una nueva quimioesp~ 
cie para la ciencia, que produce activamente acidos lecan6-
rico. caperatico y atranorina. 
Parmelia roystonea produce ureasa en condiciones si-
milares a las de Evernia prun~stri, teniendo en cuenta que 
en ambos casos las sustancias liquenicas se comportan como 
potentes inactivadores enzimaticos. 
Utilizru1do sustancias liquenicas extra!das de talo 
de Part1elia roystonea, con ureasa cristalina comercial, ob-
... 101 -
tuvimos una perdida de actividad enzimatica a los 30 minutos 
de incubaci6n; a los 60 minutes de incubaci6n se lleg6 a una 
inactivaci6n, y a los 90 minutos de incubaci6n tuvo la pard! 
da total de actividad (Figura 19'). 
Utilizamos para pruebas cineticas los acidos lecan6r! 
co, caperatico y atranorina purificados, dando como resulta-
do los siguientes datos: Con acido lecan6rico, el enzima tu-
vo una p~rdida total de actividad. en 15 minutes de incubaci6n 
(Figura 20); con acido caperatico, tuvo una perdida total de 
actividad a los 60 minutes de incubaci6n (Figura 21 ); con! 
trru1orina, tuvo una perdida total de actividad a los 90 minu 
to s de incu baci6n (Figura 22 ) • 
Demostra.mos que la estructura furanica no es un ele-
mento indispensable en el proceso de inactivaci6n. 
Con los datos anteriormente mencionados llegamos a la 
conclusi6n de ~ue las sustancias liquenicas influyen decisi-
vamente en la inactivaci6n enzimatica. 
3. 1. 7. -· Determinaci6n de agregados. 
Se valor6 el efecto de las sustancias liquenicas pur! 
ficadas a partir de Parmelia roysto~ea: atranorina, acido le 
can6rico y acido caperatico. Para ella se filtr6 a traves de 
- 102 -
Figura 19 - Inactivaci6n de ureasa por las substancias lique-
nicas de Parmelia roystonea. 10 mg de ureasa cri~ 
talina se incuban a 372 C con 10 mg de substancias 
liquenicas en un volumen final de 10 ml. 
- 103-
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Figura 20 - Perdida de actividad de una ureasa cristali 
na comercial en funci6n del tiempo de trat~ 
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Figura 21 - Perdida de actividad de una ureasa cristal1 
na comercial en funci6n del tiempo de trata 
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Figura 22 - Perdida de actividad de una ureasa crista-
lina comeroial en funci6n del tiempo de tr~ 
























Sepharosa 6B ureasa previamente incubada con cada una de las 
sustancias liquenicas, segUn se especifica en material y me-
todos. 
En la figura 23 se observa que la urease. nativa eluye 
a los 130 ml de filtrado. El tratamiento con atrru1orina y a-
cido lecan6rico (Figura 24 y .25 ) provoca la agregaci6n de 
ureasa form8.ndose un pol:!mero de alto peso molecular que e-
luye a los 10 m1 de filtraci6n y que no presenta actividad ~ 
reasica. Tambi~n aparecen, como consecuencia de la incubacMn 
con estas sustancias liqu~nicas, formas oligom~ricas de bajo 
peso molecular que eluyen despu6s de los 210 ml de filtrado. 
Sin embargo la incubaci6n de ureasa con acido capera-
tico no provoca agregaci6n, aunque causa inactivaci6n del eg 
zima (Figura , 26). En la tabla 10 se da un resumen compara-
tive de estes datos. 
3. 1. 8. - Localizaci6n del enzima. 
Para determinar cual de los simbiontes era responsa-
ble de la activida ureasica de Parmelia roystonea, se incub~ 
ron los ficobiontes y micobiontes previamente aislados, segUn 
se especifica en material y metodos, en urea 40 mM, valoran-
dose a continuaci6n la aotividad ureasica en los dos simbio~ 
tes. 
- 111 -
Figura 23 - Diagrama de eluci6n a traves de Sepharosa 6B de 
una muestra de ureasa cristalina;{•) proteina y 
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Figura 24 - Diagrama de eluci6n a traves de Sepharosa 6B de 
una muestra de ureasa cristalina incubada con a 
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Figura 25 - Diagrama de eluci6n a traves de Sepharosa 6B de 
una muestra de ureasa cristalina incubada con a 
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Figura 26 - Diagrama de eluci6n a traves de Sepharosa 6B de 
una muestra de ureasa cristalina incubada con a 
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En la tabla 11 se observa que considerando la activ! 
dad ureasica del talc intacto (0,08 unidades) el 100% al mi-
cobionte le corresponds 53,75% de actividad (0,043 unid~s) 
y al ficobionte 46,25% restante (0,036 unidades). 
TABLA 10 
lnactivacidn de ureasa por sustancias liquenicas 
Actividad Act ividad l nacti vacion 
Tratamiento mg proterna Rec uperacion especrfica total ( o/o ) (unidades) 
Control 9,87 98,7 43,07 425,06 
-
I 
Atranorina 9,35 9 3,5 16,10 150.60 62,6 2 I 
I 
Acido lecanorico 8,1 2 81, 2 1 3,00 105, 60 6 9,82 i 
I 
Acido caperatico 8,08 so. 8 7,61 61, 50 8 2,34 
• 
TABLA 11 
Localizacion de ta actividad , . ureas.ca en tala de Parmelia 
roystonea mi cobi onte y ficobionte 
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3. 2. - Cladonia verticillaris. 
3. 2. 1. - Descripci6n de la especie. 
Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. ( 77). Talo pr! 
mario grande de 4 a 8,5 cent!metros de longitud. Podecios 
con limbo sifonado,aplanados,con rayas bien distintas 
en forma de "V" (Figura 27). KOH ( +) posi ti vo. Conceptd 
culo del picnoconidio con base constricta. Picnoconidio 
en muchos casos curvo. Limbo confluyente sifonado, dilata 
do, circular de 7 - 14 mil1metros ( Figura 28). 
3. 2. 2. - S1ntesis de ureasa. 
De la comparaci6n de los datos de actividad ureasi 
ca en Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris, mnbos 
11quenes difieren en cuanto al per!odo de incubaci6n y las 
horas de tratamiento, pues para Cladonia verticillaris, en 
obscuridad y luz, solamente se consigue una mayor activi-
dad ureasica cuando llegamos a las ocho horas de incuba-
ci6n (Figura 29). Inicialmente no existe actividad en la 
hora cero, consigu1endose una actividad ureasica a la dos 
horas,un poco mayor en luz que en obscuridad; en la cuar 
ta hora ocurre contrario, con una mayor actividad en obs 
- 122 -
Figura 27 - Verticilos de Clador~a verticillaris vistos al 
microscopio de bnrrido (X650). 
- ·· 123 -
- 124 -




Figura 29 - Sintesis de ureasa de Cladonia verticillaris; 
{f) osouridad; (o) luz; (l) oscuridad y adici6n 
de aotinomicina D, (~} oscuridad y adioi6n de 












































curidad y un descenso de la actividad en luz. En la sexta 
hora existe una marcada actividad en luz y una pequefia a£ 
tividad en obscuridad, y en la octava hera una actividad 
ureasica marcada en obscuridnd y un poco menos en luz, e-
xistiendo un descenso a cero en luz y un descenso en obs-
curidad. 
Cuando utilizamos actinomicina D, cloranfenicol y 
cicloheximida en los trataoientos, incubando durante diez 
horas, la actividad ureasica no se desarrolla para todo 
el tiempo de tratamiento. 
En el memento que dializamos las muestras los re-
sultados fueron, que hubo una actividad ureasica. 
Una vez dializadas las muestras los resultados ob-
tenidos fuoron de un maximo de actividad a la cero hora 
seguido de un gran descenso entre la hora cere y dos se-
guido de un pequefio descanso entre las dos y cuatro horas 
a part:ir de la cual se anula casi la actividad ureasica. 
En la figura 30 se demuestra que el enzima puede 
ser excretado al medic en una pequefia proporci6n, no exis 
tiendo diferencias apreciables para los tratamientos en 
luz y obscuridad. 
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Figura 30 - Excreci6n de ureasa de Cladonia verticillaris; 













3. 2. 3. - Evoluci6n del acido fumarprotocetrarico. 
La daterminaci6n del proceso de sintesis del acido 
fumarprotocetrarico se realiz6 utilizando talo li~uer~co, 
el cual se incubaba con soluci6n de urea 40 nilll en ta.mp6n 
fosfato 75 rnM, pH 6, 9, sometiendolo a luz u obscuridad. Se 
midi6 la cantidad del acido fumarprotocetrarico, durante 
las diez horas ~ue dur6 la experiencia, en el medic de i~ 
cubaci6n, lavado del talo y macerado posterior de este. 
Los resultados obtenidos en estas condiciones se 
muestran en la figura 31. En ella se puede observar que, 
bajo condiciones de obscuridad, los mayores niveles de a-
cido fumarprotocetrarico se observan en el lavado, mos-
trando en este caso un maximo a las 6 horas se tratamien-
to. Respecto a las concentraciones -encontradas en el m~ 
dio son paralGlas a las del lavado aunque cuantitativameQ 
te inferiores. Los niveles del acido fumarprotocetrarico 
hallados en el macerado ·son inferiores a los casos ante-
riores y constantes a lo largo del periodo que dur6 la e! 
periencia. 
Los datos encontrados cuando las condiciones son 
de iluminaci6n continua indican un comportamiento identi-
co a los de obscuridad, en cuanto al modio y lavado. se r~ 
fieren y casi identicos en el macerado. 
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Figura 31 - Evoluci6n de acido fumarprotooetrarico en Clado-
nia verticillaris valorado en el medio de inouba 
- -
oi6n (11--il) oscuridad, (0--0) luz, en el lavado 
superficial del taJ.o <•-·-A) oscuridad,. (~······6) 
luz, en el macerado de tala lavado (•---•) oscu-


































3. 2. 4. - Purificaci6n y caracterizaci6n de la ureasa. 
El extracto libra de celulas de Cladonia verticillaris 
fu~ sometido a diversos tratamientos segU.n metodos y en segu,! 
da sa precipito con S04 {NH4)2 hasta el 60% de saturaci6n.Las 
prote!nas del precipitado se adsorben en gel de fosfato calc! 
co y se eluye la fracci6n de mayor actividad especifica con 
tamp6n fosfato de 0,1 mM de pH 6,9. Esta fracci6n de pasa por 
una columna de Sephadex G 200 equilibrando con el mismo t~ 
p6n, con el que tambien se eluye. La fracci6n de mayor activ! 
dad corresponde a los 100 m1 de fil trado. Esta fracci6n se fi,! 
tra con Sepharosa 6B, eluyendose la mayor actividad a los 130 
ml. 
El proceso de purificaci6n se control6 valorando en t2 
dos los pasos de actividad ureasica. Los resultados se mues-
tra.n en la tabla 12. En ella se puede observar que recupera-
ci6n del enzima, considerada como el porcentaje respecto a la 
actividad total, disminuye a lo largo del proceso de purific~ 
ci6n; es decir, hay perdida de moleculas del enzima a favorde 
la obtenci6n de una preparaci6n mas purificada. Este hecho se 
muestra en la ultima columna de la tabla donde se el maximo 
grade de purificaci6n conseguido y definido por el tanto por 
uno de la actividad especifica, fue de 311,45. 
TABLA 12 
Volumen mg pro tefnajml mg protelna Act ivi dad Actividad Recup .. 0 /o Purificacion 
( m \ ) de extracto to tales especffica. to tal 
Extracto libre de cetulas 600 1.62 972,00 0.062 60,26 100 -
Precipitacicin del SO (NH4 ) 4 2 10 0 0,49 ~9, 30 0,09 4, "3 7,35 1,4 5 a 6 0 •f. de saturacio n 
Eluido de gel Fos.Ca.l. con 
-
tampon O.l mM 10 0,1.4 4,40 o. 91 It, 00 6,63 14.67 
Columna Sepha.dex G -200 
fracci on 1 0 1 0 0.047 0,47 1, 27 0,60 0,99 20,48 
Columna Sepha.rosa. 68 
fra.ccion 13 1 0 0,003 0,03 19,31 0,56 0,92 311,45· 
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Hay que destacar el alto poder de resoluci6n de la C£ 
lumna de.Sepharosa 6B donde no se produce casi perdida de m2 
leculas proteicas y paralelamente se consigue un grade de p~ 
rificaci6n muy elevado. 
La fracci6n 13 de la columna de Sepharosa 6B se some-
ti6 a electro$oresis en gel de poliacrilamida {7,5%) resol-
viendose en una sola b~~da. 
3. 2. 5. - Efecto· sobre actividad enzimatica. 
La incubaci6n de ureasa con acido fumarprotocetrarico 
a 1 mg/10ml a 372 C provoca una inactivaci6n del enzima ya en 
los primeros cinco minutos de trat2~iento. 
Como se o bserva en la fig'J.ra 32, la velo cidad de re-
acci6n ureasica disminuye desde 19 pmoles de lTII!/minuto a 8 
p:moles de I1H4/minuto para los cinco minutes de incubaci6n con 
acido fumarprotocetrarico. 
Para mayores tiempos de incuoaci6n la velocidad de r~ 
acci6n disminuye hasta anularse completamente a los noventa 
minutes de tratamiento. 
3. 2. 6. - Formaci6n de agregados. 
Como en el caso de Parmelia roystonea, se determin6el 
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Figura 32 - Perdida de actividad de una ureasa cristali 
na comercial en funci6n del tiempo de trat~ 
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efecto del acido fumarprotocetrarico de Cladonia vertici-
llaris sobre·ureasa. 
En la figura 33 se represanta la filtraci6n a tr~ 
v~s de Sepharosa 6B de ureasa incubada con acido fumarpr£ 
tocetrarico en la condici6n que previament.e se ha especi-
ficado. 
Como se observa en la figura 33, las formas de u-
reasa predominantes despues del tratamiento con esta sus-
tancias liquenicas son de menor peso molecular que la u-
reasa nativa, eluyendo fundamentalmente a 160 ml y 210 ml 
de filtrado. 
3. 2. 7. - Loc8~izaci6n del enzima. 
Para determinar cual de los simbiontes era respon-
sable de la actividad ureasica de Cladonia verticillaris, 
de un talo incubado durante 8 h en urea 40 mL~ se separa-
ron los ficobiontes y micobiontes, valorandose a continu§ 
ci6n la actividad ureasica de los dos simbiontes. 
En la tabla 13 se observa que el micobionte le C£ 
rresponde el 25,64% de actividad (0,4 unidades) y al fie_£ 
bionte el 74,35% restante (1,16 unidades). 
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Figura 33 - Diagrama de eluci6n de ureasa cristalina incuba-
do con acido fumarprotocetrarico a traves de Se-
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La distinci6~ de una nueva especie para la ciencia 
es muy dificil, al tener en cuenta la :selecci6n natural y 
per lo tanto la influencia del medio ambiente; por otra 
parte, muohos estudiosos de la taxonoml.a vegetal:. nos ha-
cen ver de una forma muy clara las interaciones entre el 
\ 
medio ambiente, el genetipo y au importancia en la taxon£ 
mia y evoluci6n vegetal. 
Despues de mucho tiempo de observaci6n, se ha mos-
trado a los botanioos que las plantas pertenecientes a u-
na misma especie no son exactamente semejantes las unas a 
las otra.s • 
. Linn~·Q reconoci6 la existencia de taJ. variedad, p~ 
ro el la interpret6 u~icamenta, 0 cas!, en funci6~ de la 
acci6• del medio. 
Despues del redescubrimiento de las leyes de Men-
del, hacia 1900, el estudio de la variaci6n infraespecifi 
ca estubo justificado por los an8lisis taxon6micos y por 
las consideraciones relativas a1 fen6meno de la evoluci6n. 
Despues de estudiar monograticamente el genero != 
lectora,Brodo y Hawksworth (96) llegaron a la conclusi6n 
de que . muchas especies poseen aberraciones morfol6gicas 
y quimicas. 
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Luego Brodo (97) concluy6 que los ras~os distinti-
vos de. un organismo pueden contarse, medirae e catalogarse 
lo que permi te comparar con las de otro vegetaJ.. 
En el caso de Parmelia roystonea, la diferencia f~ 
damental para la separaci6n de una nueva especie, se cen-
tra;la distinci6n del soredio y tambien la presencia de a-
cido caperatico como indicadarde la quimiotaxanomia. 
En las especies estudiadas de Parmelia roystonea y 
Cladonia verticillaris, la acti vidad ureasica se desarrolla 
practicamente en la oscuridad cuando el talo liqu~nico es 
incubado en urea, aJ.canzando en la segunda especie un vaJ.or 
e.proximadamente de 60 veces superior al que alcanza en la 
primera especie. En condiciones de iluminaci6n, el desarr~ 
llo de la actividad enzimaticaalcanza niveles discretos 
para anularse con posteridad. Como se ver~ despues, esta ~ 
nulaci6n esta en funci6n de los acidos liquenicos sinteti-
zados patalelamente. En la utilizaoi6n de inhibidores de 
la sintesis de prote!nas en Cladonia verticillaris establ! 
oe dafinitivamente que el enzima se sintetiza de novo ya 
que en presencia de los antimetabolitos no aparece activi-
dad enzimatica en todo el tiempo de la experimentaci6n. 
En Parmelia roystonea los datos obtenidos no son d~ 
finitorios aunque a partir de la cuarta hora de incubaci6n 
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la aotividad enzimatica puade considerarse nula; esto har!a 
que tampoco puada definirse como centro de s:!ntesis para los 
enzimas el oitoplasma o los organulos. Por tanto, definimos 
un fen6meno de induci6n de ureasa. por urea deshechando la hi 
-
p6tesis de que podria tratarse de una activaci6n de uri enz! 
ma inactivo prexistente. 
Nuestro interes esta centrado preferentemente en el 
tiempo de a.nulaci6n de la actividad enzimatica, que es mucho 
m~s definida en condiciones de iluminaci6n. En este sentido 
hemos observado, como en otras especies estudiadas Evernia 
prunastri (69)y Lobaria pulmonaria (95) que la sintesis ac-
tive de acidos liqu~nicos es un fen6meno paralelo a la des~ 
parici6n de actividad ureasica. Por ejemplo, en Ia tabla 9 
sa ofrecen los resultados obtenidos sabre la evoluci6n del 
contenido en atranorina y acidos lecan6rico 0: y caperatico de 
Parmelia ro;vstonea incubada sobre urea en oscuridad yen luz; 
en todos los casas se observa que, a tiempos vaxiables, se 
produce un incremento en la concentraci6n de los tres acidos 
que pueden ser posteriormente excretados al medic. Para el ! 
cido leca.n6rico, el maximo contenido en talo se eJ.canz6 en la 
segunda hora., para en la sexta el acido caperatico yen la 
cuarta para atranorina. Los tres acidos comienzan a excre-
tar al medio a partir de la segunda hora de incubaci6n, pu-
diendose sospechar incluso que, para atranorina y lecan6-
~ 146 -
rico, al menos existe un oierto poroentaja de destruoci6n 
de los ~cidos no sintetizados. Sise intenta establaoer la 
correspondenoia entre contenido en acidos liquenicoa y a~ 
tividad ureasioa sa observa que, para oeouridad, la m~i­
ma desaparioi6n de actividad enzimatica, que se da la se! 
ta hora da inoubaci6n (Figura 17), se oorresponden con las 
mfnimas cantidades de atranorina y acido lecandrioo y con 
la m~ima oantidad de aoido caperatico~ Estoadatos serian 
igualmente v~idos en talos incubados en luz. 
En el oaso de Cladonia verticillaris,la maxima pr2 
ducoi6n de ~oido fumarprotooetrarioo se ohserva en la sex 
... 
ta hora de incubaci6n coinoidente en oscuridad con el mi-
nimo de actividad anzimatica; el maximo desarrollo poste-
rior de actividad a la octava hora de inoubacion coincide 
con una sensible disminuci6n en el contenido en el aoido 
liqu~nico. Ee de notar que, para Cladonia verticillaris, 
la evoluoi6n del aoido fumarprotooetrarico ea COnstanta 
en el talo. 
Tenemos entonoes una relaoi6n inversa entre aotiv! 
dad ureasica y oontanido en acido liquenico.En las figu-
ras 19 a 22 y 32 se demuestra que una ureasa cristalina 
es r~pidamente inactivada in vitro por oualquiera de los 
cuatro acidos liqu~nicos. 
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Las estructuras de estos cuatros acidos liqu~nicos 
sa dan en las figuras 34, 35, 36y 37; en ellas se observa 
que el acido lecan6rico es un p-d~psido del orcinol, la ! 
tranorina un p-depsido del p-orcinol, el acido fumarproto-
catrarico es un depsido del ,-orcinol, y al ~oido caperat! 
co que es un acido alifatico. La estructura fen61ica delos 
tree primeros podr!a indioar en principia que su acci6n co 
... 
mo inaotivador de ureasa puede eetar relaoionada con la 
observada para el acido L-usnico {68) salvando las distan-
ciaa que puede h~r entre este, fruto de una oiolaci6n 
floroglucin6lica y los dapsidos y depsidonas fruta de una 
oiolaoi6n orcelinica. 
La inaotivaci6n de uraasa por acido dsnioo, como sa 
ha dicho anteriormente, se basa en un mecanisme de ag.rega-
ci6n molecular que implica mon6meros de un peso molecular 
de 16.000 (66) o en casos olig6meros de peso molecular 
83~000 {67). 
Las figuras 24, 25 y 33 nos indican que el mecanis-
me parece identico, al menos en lo que concier.ne a la atr~ 
norina y el ~oido lecan6rico. 
Para la atranorina sa observa la aparici6n de un pi 
... 
co de aluoion a traves de Sepharosa 6-B a los 10 ml de fil 
... 
trado, lo que implicaria pol!meros de pesos moleculares ~ 
periores a 800,000; tambi6n se observa la aparioi6n de ol! 
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1 ~· - Parece ser que Parmelia roystonea. es una quimioespecie · 
que sa aepara de Parmelia subru.decta por la distinta 
distribuci6n de los soredios y la presencia de acido 0~ 
peratico; por lo tanto una nueva especie mien definida 
morfologica y qufmicamente. 
2;· - En Parmelia roystonea y Cladonia verticillaria la ure!! 
sa es un enzima inducible por urea. 
3;~ - La sintesia de ureasa es impedida en Parmelia roysto-
lli!! por aotinomioina D, cicloheximida y cloranfenicol. 
Oourre lo mismo en Cladonia vertioillaris, pero con ~ 
cho mas intensidad. 
4;- La sintesis de ureasa ae lleva a cabo.preferentemente 
en condiciones de osouridad mientras que altas intens! 
dadea de iluminaci6n provooa efecto inhibitorio. 
5~· - Las sustanoias liquenica.s depositadas en el o6rtex de 
Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris y extract~ 
bles por lavado acetonico muestran una evoluoi6n inve! 
sa a la aotividad ureasica. 
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6; - Las sus~ancias liqu~nicas de Par.melia roystonea, aoido 
lecan6rico, acido caperatico y atranorina, asi como a-
oido fumarprotocetrarico de Cladonia verticillaris,pr£ 
vocan una rapida inactivacion de ureasa cristalina co-
mercia!. 
7. -La inactivaoi6n de ureasa por atranorina, aoidos leca-
n6rico, oaperatico y fumarprotooetrarico sa basa en un 
mecanisme de agregaci6n molecular que en atranorina ~ 
plica polimaros de pesos moleoulares superiores a 
Boo.ooo. ~anto al acido fumarprotocetrarico se obser-
va la despolimerizacion a olig6meros. El acido capera-
tioo es el que produce la maxima inactivaci6n con los 
minimos cambios moleculares. 
8; - La actividad ureasica sa encuentra en ambos simbiontea 
de Parmelia roystonea y Cladonia verticillaris solameu 
te con una distinci6n que en Parmelia roystonea, la a£ 
tividad esta dividida entre micobionte y ficobionte, 
mientras que en Cladonia verticillaris el ficobionte t! 
nia la mayor actividad y el micobionte la manor. 
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